慢性髓性白血病（CML）是造血干细胞克隆性增殖形成的恶性肿瘤，其标志性特征为Ph染色体，可形成BCR-ABL融合基因[@b1]。该基因编码产生的BCR-ABL融合蛋白具有高酪氨酸激酶活性。因此，酪氨酸激酶抑制剂（TKI）如伊马替尼（IM），能特异性抑制BCR-ABL的表达，阻断细胞信号转导，抑制BCR-ABL阳性细胞的增殖，并诱导细胞生长停滞和凋亡[@b2]--[@b3]。但部分患者对IM不耐受或出现IM原发、继发耐药。随着二、三代TKI的应用，更多的CML患者可获得长期生存。国外文献报道部分CML患者在接受IM、达沙替尼、尼洛替尼治疗过程中可出现Ph^−^细胞染色体异常（chromosomal abnormalities in Philadelphia negative cells，Ph^−^CA）[@b4]--[@b7]。国内对TKI治疗后出现Ph^−^CA的系统报道较少，现收集我院TKI治疗后出现Ph^−^CA的8例CML患者的临床资料进行分析，探讨其临床特征、染色体特点和转归，为临床治疗提供依据。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例来源：2011年9月至2015年7月在我院接受IM、达沙替尼或尼洛替尼治疗后出现Ph^−^CA的8例CML患者纳入研究。所有患者均行血常规、细胞形态学、细胞遗传学、BCR-ABL融合基因等实验室检查，诊断和分期符合文献[@b8]标准。TKI用法：IM 400 mg/d，达沙替尼100 mg/d，尼洛替尼600 mg/d，出现Ph^−^CA后仍以原剂量进行治疗。

2．染色体制备及分析：抽取患者骨髓液5\~8 ml，肝素抗凝，将细胞按（1\~3）×10^6^/ml密度接种于含20％胎牛血清的RPMI 1640培养基中，37 °C恒温培养箱内行短期培养，按常规制备染色体标本，进行R显带分析，计数分析10\~20个分裂中期细胞，核型异常识别和描述按照《人类细胞遗传学国际命名体制（ISCN2009）》[@b9]。

3．实时定量PCR (RQ-PCR）监测BCR-ABL融合基因：抽取患者骨髓液2 ml，提取总RNA，采用RQ-PCR方法检测BCR-ABL融合基因水平。以ABL为内参基因，BCR-ABL融合基因水平（％）=BCR-ABL拷贝数/ABL拷贝数×100%。我院BCR-ABL国际标准转化系数为0.81，即BCR-ABL^IS^=BCR-ABL×0.81。

4．随访：通过门诊、电话等方式进行随访，随访截止时间为2015年7月31日，随访内容包括骨髓细胞形态学、细胞遗传学、分子生物学结果等。

结果 {#s2}
====

1．临床资料：经TKI治疗后出现Ph^−^CA的8例CML患者中，男6例、女2例，中位年龄51 (31\~75）岁；8例患者确诊时均为慢性期，6例为Sokal评分低危，2例为中危。确诊至开始TKI治疗的中位时间为5.3 (0.5\~137.9）个月，期间3例患者接受干扰素治疗，另5例接受羟基脲治疗。开始TKI治疗时例1已进入急变期，余7例仍为慢性期。3种TKI治疗后CML患者均可出现Ph^−^CA，其中IM 4例、达沙替尼1例、尼洛替尼3例，出现Ph^−^CA时TKI应用的中位时间为12.0 (1.7\~34.5）个月（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 8例TKI治疗后出现Ph^−^CA慢性髓性白血病患者的临床资料

  例号    性别   年龄（岁）   确诊时分期   Sokal评分  TKI治疗前核型                                             TKI前治疗   TKI治疗前病程（月）   TKI治疗时分期   出现Ph^−^CA时TKI种类   已应用TKI时间（月）
  ------ ------ ------------ ------------ ----------- -------------------------------------------------------- ----------- --------------------- --------------- ---------------------- ---------------------
  1        男        63           CP         0.74     46,XY,t（9;22）（q34;q11）\[4\]/46,XY\[16\]                干扰素            137.9               BC               达沙替尼                 1.7
  2        女        37           CP         0.66     46,XX,t（9;22）（q34;q11）\[12\]/46,XX\[6\]                干扰素            25.1                CP               尼洛替尼                23.3
  3        男        45           CP         0.63     46,XY,t（9;14）（q21;q22）, t（9;22）（q34;q11）\[20\]     羟基脲             0.5                CP               伊马替尼                20.1
  4        男        31           CP         0.75     46,XY,t（9;22）（q34;q11）\[20\]                           羟基脲             0.7                CP               尼洛替尼                13.9
  5        男        46           CP         0.72     46,XY,t（9;22）（q34;q11）\[12\]/46,XY\[8\]                干扰素             9.2                CP               伊马替尼                 6.8
  6        男        51           CP         0.81     46,XY,t（9;22）（q34;q11）\[20\]                           羟基脲             1.2                CP               伊马替尼                34.5
  7        女        51           CP         0.74     46,XY,t（9;22）（q34;q11）\[20\]                           羟基脲             1.4                CP               尼洛替尼                 3.1
  8        男        75           CP         0.94     46,XY,t（9;22）（q34;q11）\[20\]                           羟基脲            10.1                CP               伊马替尼                10.1

注：TKI：酪氨酸激酶抑制剂；Ph^−^CA：Ph阴性细胞染色体异常；CP：慢性期；BC：急变期

2．出现Ph^−^CA患者染色体特点：8例患者确诊时均为Ph染色体阳性，在染色体核型动态监测中4例出现+8, 2例出现−7，其他异常2例（[表2](#t02){ref-type="table"}）。其中例3在确诊时伴有t(9;14）（q21;q22），IM治疗第20个月时Ph染色体、t（9;14）（q21;q22）消失，+Y出现，之后复查均为正常核型。

###### 8例TKI治疗后出现Ph^−^CA慢性髓性白血病患者的转归

  例号   出现Ph^−^CA时染色体核型             血液学反应   分子生物学反应   随访时间（月）   TKI治疗总时间（月）   Ph^−^CA持续时间（月）  Ph^−^CA消失后细胞遗传学反应   Ph^−^CA消失后分子生物学反应
  ------ ---------------------------------- ------------ ---------------- ---------------- --------------------- ----------------------- ----------------------------- -----------------------------
  1      46,XY,del（20）（q11）\[10\]           CHR          未达MMR            3.7                 5.4                   \>3.7          --                            --
  2      47,XX,+8\[6\]/46,XX\[11\]              CHR          未达MMR            45.4               68.7                   31.5           未获得CCyR                    未获得MMR
  3      47,XY,+Y\[2\]/46,XY\[4\]               CHR          未达MMR            23.4               43.5                    5.1           CCyR                          未获得MMR
  4      45,XY,−7\[10\]                         CHR          未达MMR            6.2                20.1                    6.2           丧失CCyR                      未获得MMR
  5      47,XY,+8\[2\]/46,XY\[4\]               CHR          未达MMR            21.2               28.0                    2.9           CCyR                          CMR
  6      47,XY,+8\[4\]                          CHR          未达MMR            22.1               56.6                    2.5           CCyR                          MMR
  7      45,XX,−7\[9\]/47,idem,+6,+8\[1\]       CHR          未达MMR            36.9               40.0                   29.3           CCyR                          CMR
  8      46,XY,−2,−3,+mar1,+mar2\[2\]           CHR          未达MMR            6.8                16.9                    6.8           CCyR                          未获得MMR

注：TKI：酪氨酸激酶抑制剂；Ph^−^CA：Ph阴性细胞染色体异常；随访时间指自Ph^−^CA出现至随访截止时间；CHR：完全血液学反应；MMR：主要分子学反应；CCyR：完全细胞遗传学反应；CMR：完全分子学反应；--：未评估

3\. Ph^−^CA患者的转归：Ph^−^CA出现时8例患者均获得完全血液学反应（CHR），但未获得主要分子学反应（MMR）。至随访截止时例1 Ph^−^CA仍持续存在，余7例已消失，持续时间为6.2 (2.5\~31.5）个月，接受TKI治疗的总时间为34.0（5.4\~68.7）个月。在Ph^−^CA已消失的7例患者中，1例获得MMR，2例获得完全分子学反应（CMR），2例仅获得完全细胞遗传学反应（CCyR），1例再次出现Ph^+^克隆并丧失CCyR, 1例（例2）至随访结束时仍未获得CCyR（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

讨论 {#s3}
====

虽然目前外周血RQ-PCR法监测CML能更加敏感地反映深层次的肿瘤负荷[@b10]，但仅根据RQ-PCR监测无法识别Ph^+^或Ph^−^克隆演变，从而无法发现遗传学不稳定或疾病进展的特征，因此，骨髓染色体核型分析在反映白血病负荷、评估疗效、判断预后等方面的作用是无可取代的[@b11]。染色体异常核型+8、+Ph、i(17q）等被公认是独立的预示CML疾病进展的指标[@b12]，但对获得遗传学反应期间出现的Ph^−^CA的意义，尚无明确结论。自Andersen等[@b13]首次报道CML患者接受IM治疗后出现Ph^−^CA以来，陆续有文献报道IM治疗后Ph^−^CA的发生，发生率为1.6%\~20.6%[@b14]，以+8、−Y、−7/7q−、20q−最常见[@b4]。国内报道以＋8多见，未见−7/7q−[@b15]--[@b16]。本研究结果显示，8例出现Ph^−^CA的患者中，+8最常见，占50.0%，其次为−7 (25.0%）、del (20）（q11）（12.5%）、+Y (12.5%）等，与文献[@b14]报道一致。Zeidan等[@b6]和Baldazzi等[@b7]曾报道4例CML患者在尼洛替尼二线治疗过程中出现Ph^−^CA，主要为＋8和−7，本研究中3例患者在尼洛替尼治疗过程亦出现＋8、−7、+6。而Wang等[@b17]的研究证实尼洛替尼一线治疗CML患者也可发生Ph^−^CA，主要为＋8、−20、−21。本研究中出现Ph^−^CA时TKI应用的中位时间为12.0（1.7\~34.5）个月，短于Jabbour等[@b4]报道的18个月。这可能与TKI种类及样本量较少有关，本研究中应用IM出现Ph^−^CA 4例、达沙替尼1例、尼洛替尼3例，二代TKI获得遗传学反应时间较一代短，故Ph^−^CA出现的中位时间会缩短。至随访截止时7例（87.5%）患者Ph^−^CA已消失，持续时间为6.2 (2.5\~31.5）个月，与Jabbour等[@b4]报道的50％以上患者会出现Ph^−^CA且中位持续时间为5个月的结果一致。

TKI治疗后Ph^−^CA的发生原因及机制尚不明确，可能与以下因素有关：①Ph^+^克隆被抑制后亚克隆获得优势生长[@b18]。患者在TKI治疗前，骨髓以Ph^+^克隆为主，Ph^−^亚克隆被抑制，应用TKI后Ph^+^克隆被抑制，Ph^−^亚克隆获得优势生长，原有的核型异常表现出来。因而，Ph^−^CA常出现在获遗传学反应后。②与TKI的应用有关。TKI可抑制ABL的转录表达，而正常ABL与DNA损伤后P53介导的增殖抑制和凋亡有关，可以推测TKI对正常ABL激酶的抑制能导致基因组的不稳定，使正常细胞出现遗传学异常[@b19]；另外TKI可抑制Kit酪氨酸激酶，从而增加Ph^+^克隆受抑时残存Ph^−^干细胞重建造血的增殖压力，导致新克隆的出现[@b14]。③与CML疾病的发生相关。CML的发生是一个多基因多步骤的过程，"第一次打击"后表现为核型正常但遗传学不稳定，易被外界刺激损伤，经"第二次打击"后可出现除Ph^+^外其他染色体异常。Jabbour等[@b4]和Medina等[@b20]发现未使用任何药物的CML患者也会出现Ph^−^CA，提示Ph^−^CA可能反映了CML患者造血干细胞本质的、而非治疗相关的异常。

CML发病的遗传学特征为t (9;22）（q34;q11）异常，产生BCR-ABL融合基因，进而持续激活BCR-ABL酪氨酸激酶，而TKI通过占据BCR-ABL融合蛋白的ATP结合位点抑制BCR-ABL蛋白的自身磷酸化和底物磷酸化，达到切断BCR-ABL激活下游效应分子的作用，从而使BCR-ABL阳性细胞的增殖受抑制或者发生凋亡，因此TKI治疗后多数患者可获得CCyR及MMR，甚至CMR。而此时患者体内仍可能存在Ph^+^细胞，持续产生BCR-ABL融合基因，但受到目前的检测方法的限制，未能更深一步进行检测。有学者认为此类细胞中应存在CML干细胞，这种细胞并不依赖于BCR-ABL融合蛋白活性而存活，因此，针对BCR-ABL融合蛋白的TKI无法杀死CML干细胞，只是控制疾病而非治愈疾病，停用TKI将会引起疾病复发[@b21]。对于Ph^−^患者，虽然未检测到Ph染色体，但仍需继续应用TKI，而目前停药仅适合于临床试验。

目前有文献报道，在25例出现Ph^−^CA且进展为骨髓增生异常综合征（MDS）或急性白血病的CML患者中，16例存在−7/7q−，而在出现−7/7q−的Ph^−^CA患者中约30％进展为MDS或急性白血病[@b14]，同时Meeus等[@b22]指出−7/7q−常与治疗相关性MDS和急性髓系白血病（AML）有关。失去全部7号染色体可使髓系细胞增殖和分化异常，但对于CML患者出现−7后的治疗原则目前尚无定论。本研究中2例患者出现−7，其中例4在−7消失时出现了Ph^+^克隆，这可能与Ph^+^克隆的出现抑制了其他异常克隆有关，也可能预示着Ph^−^CA的出现会影响CML患者的转归，因例数较少尚不能得出明确结论，需积累更多病例进一步分析。鉴于−7/7q−常出现于MDS或AML患者的染色体核型中，因此当CML患者出现−7/7q−时，具有高度进展的风险，应密切监测患者遗传学反应和分子生物学反应，一旦丧失已获得的遗传学或分子学反应，需及时调整治疗方案，必要时可行造血干细胞移植。

综上所述，IM、达沙替尼及尼洛替尼治疗CML后均可出现Ph^−^CA，其中以＋8最常见，因此对CML患者进行细胞遗传学监测是至关重要的，尽管多数Ph^−^CA可自行消失，但若出现−7/7q−、复杂核型等，需密切监测。
